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摘要  功能化石墨烯因其优异的导电、传热和机械性能，应用前景广阔。为了解功能化石墨烯对海洋环境可能的生态
毒性效应，将功能化石墨烯分别加入近岸海水（终质量浓度 50 mg/L）和沉积物（终质量分数 50 mg/kg）中，通过模




光合细菌的生长起促进作用。上述结果可为功能化石墨烯的海洋生态安全性评估提供参考。   
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Effects of functionalized graphene on bacterial community structure and growth in 
marine environments 
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Abstract  Functionalized graphene has broad application prospects due to its excellent electrical conductivity, heat transfer 
and mechanical properties. In order to understand the possible ecotoxic effects of functionalized graphene on the marine 
environment, we added functionalized graphene to the coastal waters (50 mg/L) and sediments (50 mg/kg) respectively, and 
cultured the samples for 2 weeks by simulating the marine environment. The effect of functionalized graphene on the structure 
of marine bacterial community was analyzed by high-throughput DNA sequencing technology. The results show that 
functionalized graphene has significant effects on the species composition of bacteria from two marine environments, and the 
effects are different; upon exposure to functionalized graphene, species diversity and abundance of bacteria in seawater are 
reduced, while species diversity and abundance of bacteria in sediments are increased. This may be due to differences in 
environmental behaviors such as disperse, adsorption and agglomeration of functionalized graphene in seawater and marine 
sediments. However, functionalized graphene promoted photosynthetic bacteria in both seawater and marine sediments. This 
study provides a reference for the assessment of marine ecological safety of functionalized graphene.  
Key words  functionalized graphene; marine bacteria; community structure; diversity analysis  
石墨烯是由 sp2 杂化碳原子组成的二维蜂窝状晶体，只有一层原子，是世界上已知的最薄、最坚
硬的材料[1]。石墨烯凭借其优异的机械、导电和传热性能，在化学、物理、生物医学和材料科学等领
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取 0.253 g 氧化石墨烯放入装有蒸馏水的烧杯（50 mL）中，将烧杯放入超声振荡器中超声处理 5 
min。然后快速加入聚乙二醇（PEG，25.019 g），在 25 ℃下 300 r/min 摇床中搅拌 24 h，得到粗功能
化石墨烯。最后将其用乙醇冲洗 7 次，以洗去未反应的 PEG，放入真空干燥室 80 ℃干燥 4 h，则制备
得到纯功能化石墨烯[11]。 
称取适量功能化石墨烯固体粉末并加入一定量的去离子水，经高温灭菌和超声后配置得 1 mg/L
的母液。吸取适量滴加到干净的硅片上，烘干后分别通过 Quanta 450 环境扫描电子显微镜（scanning 
electron microscope, SEM）和 JEM-1230 透射电子显微镜（transmission electron microscope, TEM）进
行表征。 
在 514.5 nm 波长条件下，通过 RM-1000 拉曼光谱仪检测了功能化石墨烯和氧化石墨烯的拉曼光
谱，其峰值位置分辨率小于 1 cm-1。光谱测定范围为 800 ~ 2000 cm-1。 
设置 Refractive index 为 1.333，absorption 为 0.01，通过 Zetaszier Nano-ZS90 纳米粒度及电位分
析仪检测氧化石墨烯和功能化石墨烯的 zeta 电位。纳米材料在体系中的分散性越好，其 zeta 电位绝
对值越大。 
1.2 海水样品的处理及其 DNA 的提取 
分别在白城（北纬 24°26′，东经 118°05′）、杏林湾（北纬 24°35′，东经 118°03′）和五缘湾（北
纬 24°32′，东经 118°10′）三地取海水样品混合并装入锥形瓶中（每瓶 1 L）。对照组的海水样品在光
照强度为 1200 lux 条件下震荡（转速为 60 r/min）培养，不添加功能化石墨烯；处理组添加适量经超
声处理的功能化石墨烯，使其浓度达到 50 mg/L，其他条件与对照组相同。2 周后，将海水样品逐一
抽滤（使用 0.22 µm 抽滤膜），并通过土壤 DNA 提取试剂盒（POWERSOIL DNA Isolation Kit）提取
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海水样品的 DNA。通过 NanoDrop2000 超微量分光光度计（Thermo Fisher Scientific Inc）检测核酸浓
度，保证样品 DNA 浓度超过 50 ng/µL。最后，将海水样品的 DNA 送往上海美吉生物医药科技有限
公司进行高通量测序（引物名称为 338F_806R，338F 序列为 5’-ACTCCTACGGGAGGCAGCAG-3’，
806R 序列为 5’-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3’，下同）。每组样品均设有 3 个生物学重复。 
1.3 海洋沉积物样品的处理及其 DNA 的提取 
分别在白城（北纬 24°26′，东经 118°05′）、杏林湾（北纬 24°35′，东经 118°03′）和五缘湾（北
纬 24°32′，东经 118°10′）三地取海洋沉积物样品混合并装入培养箱中（每箱 5 kg）。对照组沉积物
样品在光照强度为 1200 lux 条件下培养，每天搅拌 6 次（上、下午各 3 次），处理组添加适量经超声
处理的功能化石墨烯，使其浓度达到 50 mg/kg，其他条件与对照组相同。2 周后，从培养箱中随机取
0.75 g 混合均匀的海洋沉积物样品，通过土壤 DNA 提取试剂盒（POWERSOIL DNA Isolation Kit）提
取海洋沉积物样品的 DNA。通过 NanoDrop2000 超微量分光光度计（Thermo Fisher Scientific Inc）检
测核酸浓度，保证样品 DNA 浓度超过 50 ng/µL。最后，将海洋沉积物样品的 DNA 送往上海美吉生
物医药科技有限公司进行高通量测序。每组样品均设有 3 个生物学重复。 
1.4 Alpha 多样性分析 
Alpha 多样性分析包括 Sobs 指数、Chao 指数、Ace 指数、Shannon 指数和 Simpson 指数等度量标










采用菌落计数法（plate colony counting method）[14]检测经功能化石墨烯处理后样品中细菌的细胞
浓度，并计算存活率。 
海水样品：取培养 2 周后的海水样品 1 mL 并将其稀释 105 倍，取 100 µL 稀释后的样品均匀地涂
布在 2216E 平板（Oxoid Limited 公司）上；在 37 ℃下连续培养 48 h 后，计数菌落并与对照板上的
菌落进行比较。沉积物样品：取培养 2 周后的沉积物样品 10 g 加入到装有 90 mL 去离子水的锥形瓶
中；将该悬浊液充分摇匀后，取 1 mL 悬浊液并将其稀释 105 倍，取 100 µL 稀释后的样品均匀地涂布
在 2216E 平板上；在 37 ℃下连续培养 48 h 后，计数菌落并与对照板上的菌落进行比较。 
设定存活率计算公式：S = At/Ac×100%，其中 At 和 Ac 分别表示处理组和对照组的平板计数。每











体呈片层结构，粒径为 3~5 µm，表面有很多不规则凸起和褶皱，且边缘处极其尖锐。图 1(c)为氧化
石墨烯（GO）和功能化石墨烯（FG）拉曼光谱表征结果。氧化石墨烯的 G 峰和 D 峰分别出现在
1597 cm-1 和 1345 cm-1，而功能化石墨烯的 G 峰和 D 峰分别出现在 1588 cm-1 和 1341 cm-1。由于氧化
石墨烯表面分布着大量孤立的 C=C 双键，其 G 峰呈现向更高强度的位置转移，而这通常定义为蓝
移[16]。图 1(d)为氧化石墨烯（GO）和功能化石墨烯（FG）的 zeta 电位表征结果。氧化石墨烯的 zeta
电位是-31.87 mV，而功能化石墨烯的 zeta 电位是-38.30 mV。这说明功能化石墨烯拥有更加良好的分
散性。 
 
图 1 分别基于 SEM (a)，TEM (b)，拉曼光谱（c）及 zeta 电位（d）对功能化石墨烯的表征 
Fig. 1 Characterization of functionalized graphene based on SEM (a), TEM (b), Raman spectroscopy (c) and zeta potential (d) 
2.2 功能化石墨烯对海洋细菌多样性和物种丰度的影响 
海水中细菌 Alpha 多样性指数分析和稀释曲线分析结果如表 1 和图 2(a)所示：对照组和处理组中
Coverage 指数分别为 0.999492 和 0.999276，均超过 99.9%；处理组的 Sobs 指数、Chao 指数、Ace 指
数和 Shannon 指数较对照组有所降低，而 Simpson 指数较对照组有所升高；对高通量序列进行随机抽
样所得到的稀释曲线趋于饱和，且对照组的 OTU 数目高于处理组。上述结果表明功能化石墨烯能够
降低海水中细菌的物种丰度和多样性。 
海洋沉积物中细菌 Alpha 多样性指数分析和稀释曲线分析结果如表 1 和图 2 (b)所示：对照组和处
理组中 Coverage 指数分别为 0.99899 和 0.999389，均超过 99.8%；处理组的 Sobs 指数、Chao 指数、
Ace 指数和 Shannon 指数较对照组有所上升，而 Simpson 指数较对照组有所下降；对高通量序列进行
随机抽样所得到的稀释曲线趋于平坦，且处理组的 OTU 数目高于对照组。上述结果表明功能化石墨
 
















































Tab. 1 Effects of functionalized graphene on Alpha diversity index of marine bacteria 
样品 Sobs 指数 Chao 指数 Ace 指数 Shannon 指数 Simpson 指数 Coverage 指数 
CW 694 702.5526 702.50703 4.999356 0.027251 0.999492 
TW 654 683.5625 671.07507 4.794667 0.029821 0.999276 
CS 651 675.0222 670.1749 4.7684 0.02358 0.99899 
TS 705 715.9688 714.7377 5.3588 0.01025 0.999389 
注：CW、TW、CS 和 TS 分别代表对照组海水样品、处理组海水样品、对照组沉积物样品和处理组沉积物样品（下同）。 
 
图 2 基于 16S rRNA 基因高通量测序的海水（a）和海洋沉积物（b）细菌稀释曲线分析 
Fig. 2 Analysis of bacterial rarefaction curves of seawater (a) and marine sediments (b) based on 16S rRNA gene high-throughput sequencing 
2.3 功能化石墨烯对海水及沉积物中细菌细胞浓度的影响 
在 37 ℃下连续培养 48 h 后，对各样品中的微生物菌落进行计数，结果如图 3 所示：对照组海水
样品中细菌的细胞浓度为 4.27×107 cfu/mL，而处理组海水样品中细菌的细胞浓度为 3.25×107 
cfu/mL，海水样品经功能化石墨烯处理后细菌的存活率为 76.1%；对照组沉积物样品中细菌的细胞浓
度为 1.56×108 cfu/mL，而处理组沉积物样品中细菌的细胞浓度高达 1.90×108 cfu/mL，沉积物样品中
细菌经功能化石墨烯处理后的存活率为 122%。可见，功能化石墨烯对海水中细菌的生长具有一定的
抑制作用，而对海洋沉积物中细菌的生长具有一定的促进作用。 























































图 3 功能化石墨烯对海水和海洋沉积物样品中细菌细胞浓度的影响 
Fig. 3 Effect of functionalized graphene on concentration of bacterial cells in seawater and marine sediment 
2.4 功能化石墨烯对海水及沉积物中细菌物种组成的影响 












（ Bacteroidetes ），但两者相对丰度均有所下降，且蓝细菌门（ Cyanobacteria ）、浮霉菌门
（Planctomycetes）和放线菌门（Actinobacteria）的相对丰度较对照组均大幅提高；Gracilibacteria 和
Saccharibacteria 在对照组中检测出，但却并未在处理组中被检测出来。 
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表2 门水平上的海水及海洋沉积物中细菌的物种组成分析 
Tab. 2 Analysis of species composition of bacteria in seawater and marine sediments on phylum level 





























在“属”水平上对海水细菌物种组成分析的结果如表 3 所示。分析显示，海水样品中共有 285 个
属的细菌被检测出来，且对照组和处理组的菌群多样性存在差异。经过 2 周模拟海洋环境培养后，处
理组中 norank_c_Cyanobacteria, Unclassified_f_Halieaceae 和 Unclassified_f_Rhodobacteraceae 的相对
丰度较对照组大幅提高；norank_f_Piscirickettsiaceae 在对照组中的相对丰度为 14.18%，而其处理组
中的相对丰度仅为 0.60%；除上述四 4 个属外，对照组和处理组的其它菌属相对丰度的差异较小。 
在“属”水平上对海洋沉积物来源细菌物种组成分析的结果如表 3 所示。总体来看，海洋沉积物
来源样品中共有 316 个属的细菌被检测出来，且对照组和处理组的菌群多样性存在差异。我们发现，
经过 2 周模拟海洋环境培养后，norank_c_Cyanobacteria 在对照组中的相对丰度仅为 0.88%，而其在
处 理 组 的 相 对 丰 度 则 大 幅 升 高 至 11.34% ； 处 理 组 中 Lentibacter, Planktomarina, 






Tab. 3 Analysis of species composition of bacteria in seawater and marine sediments on genus level 


































（0~50 mg/L）对海杆菌（Marinobacter sp.）、盐单胞菌（Halomonas sp.）、交替单胞菌（Alteromonas 
sp.）、副溶血弧菌（ Vibrio parahaemolyticus ）、枯草芽胞杆菌（ Bacillus subtilis ）、聚球藻
（Synechococcus sp.）和红酵母（Rhodotorula sp.）等海洋微生物生长的影响，发现 50 mg/L 功能化石
墨烯对上述海洋微生物的抑菌性能最强，生长抑制率为 20%~50%（未发表）。本研究中，海水处理














在功能化石墨烯处理的海水样品中，门水平上 Cyanobacteria 和 Verrucomicrobia 的相对丰度提
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高，Proteobacteria 和 Bacteroidetes 的相对丰度降低；属水平上主要变化的类群属于以上门类中的未培
养类群，其中 norank_c_Cyanobacteria, Unclassified_f_Halieaceae 和 Unclassified_f_Rhodobacteraceae
的相对丰度提高，而 norank_f_Piscirickettsiaceae 的相对丰度降低。在海洋沉积物样品中，功能化石
墨烯提高了门水平上 Cyanobacteria 和 Planctomycetes 的相对丰度，降低了门水平上 Proteobacteria 和
Bacteroidetes 的相对丰度；在属水平上， norank_c_Cyanobacteria 的相对丰度得以提高，而
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